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水素結合による位置特異的なフラビン分子の活性化
本田　典昭＊・新海　征治＊・真鍋　修＊
Regioselective　Activation　of　Flavins　through　Hydrogen－Bonding
by
Noriaki　HONDA＊，　Seiji　SHINKAI＊，　and　Osamu　MANABE＊
　　In　order　to　assess　the　regioselective　activation　of　flavin　through　hydrogen－bonding，　new　flavins
which　can　form　intramolecu】ar　hydrogen－bonding　between　N（1）and　pendent　NH3÷or　phenolic　OH
were　synthesized．　The　reactivities　of　these般N（1）一hydrogen－bonded”flavins　were　not　so　different
from　those　of　conventional　flavins．　The　failure　to　demonstrate　the　hydrogen－bonding　effect　arises
probably　from　（i）the　remaining　rotational．freedom　of　the　hydrogen－bonding　and（ii）　the　relatively
low　pKa　of　N（1）in　reduced　flavins　which　does　not　require　the　aid　of　acid　catalysis．　We　have　found，
however，　that　the　rate　constants　for　the　reaction　of　N（1）一hydrogen－bonded　flavins　and　an　NADH
model　compound　increase　with　Iowering　the　medium　pH．　This　may　be　taken　as　evidence　for　partial
contribution　of　hydrogen－bonding．
1．緒　　言
　ルミフラビソに代表されるフラビソ補酵素は，種々
の基質の酸化・還元に関与する生体触媒であるととも
に，光還元性，酸素添加，さらには化学発光性などの
多彩な機能をもつ低分子化合物であり，　これまでに1
00種以上にのぼる酵素がこのフラビソ補酵素を要求す
ることが明らかになっている。Dこの補酵i素と種々の
基質の反応は，主にこの化合物の主要骨格であるイソ
アロキサジソ環の中で最も電荷密度の低いN（5），お
よびC（4a）位でおこるとされている。2）
　最近，MasseyとHemmerich3）は，　これらのフ．
ラビン補酵素を要求する多くの酵素（フラビン酵素）
がその作用機構上，2つのグループに大別できるとい
う仮説を提唱した。この仮説によると，その分類はフ
ラビソ補酵素とアポ酵素（酵素タン白質）との水素結
合の位置のちがいに由来するもので，フラビソ分子の
N（5）位に対して水素結合を受けるとC（4a）位が，　ま
たN（1）位に対して水素結合を受けると，逆にN（5）位
が特異的に活性化され，その結果著しい位置特異性を
発現するという。　しかし，　この仮説を立証する試み
は，ほとんどなされていない。
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　このフラビソ補酵素の位置特異的活性化のメカニズ
ムに対して，モデル的立場から知見も得るために，分
子内で水素結合できる新しいフラビソ誘導体1が合成
された。4）N（5）位に対して分子内水素結合している
1は，N（5）位が関与する反応に対しては従来のフラ
ビン5）と同じしFERで整理される反応性を示すが，
C（4a）位が関与する反応に対してはLFERから大き
くはずれて，非常に高い反応性々示すことが既に明ら
かとなっている。4）
　そこで，本研究ではN（1）位に対して分子内水素
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結合できる2，4の合成，およびその位置特異的反応性
に関する検討について報告する。　N（1）水素結合型フ
ラビンのモデル化合物である2，4は，N（5）水素結合
型フラビンのモデル化合物1とは反対に，N（5）が関
与する反応に対して特異的に活性を示すことが期待さ
れる。
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　N（1）水素結合型フラビソ酵素のモデル化合物2，
4およびその参照化合物3，5は次のスキームに従って
合成した。
2．1．2一ニトローN一（2一アミノエチル）アニリン（6）
の合成
　エチレンジアミン15．Om1（0．221mol）を700C付近
まで加熱し，o一ニトロフルオロベソゼン3．00g（21．3
mmol）を滴下後，約1時間，85。C付近で掩多した。
その後，この反応液に約50m1の濃塩酸を注ぎpHを
2にすると結晶が析出した。これをろ過し，3％一HCl
水で洗浄することにより目的物の塩酸塩を得た。収率
90．2％，　mp　255～257。C。
2．2．2一ニトロー2V一（2一アセチルアミドエチル）アニ
リン（7）の合成，
　40mlの水に2．189　（10．Ommo1）の6の塩酸塩
1．50g　（14．2mmo1）の炭酸ナトリウムを加えて掩搾
し，　これに15mlのクロロホルムを加えて6をクロロ
ホルム相に抽出した。この溶液を氷冷して50C付近で
1．40m1（14．8mmol）の無水酢酸を滴下し，25分間
10。C以下で撹絆した。クロロホルム相を分液し，ま
た水相からも目的物をクロロホルムで抽出したあと，
先のクロロホルム溶液と一緒にして，減圧下クロロホ
ルムを留去した。生成したオイル状残渣を冷却して結
晶化し，ベソゼソで再結晶した。　収率88．7％，　mp
78～79．50Co
2．3．10一（2一アセチルアミドエチル）イソアロキサジ
ソ（8）の合成
　少量：の水で湿らせた0．159のPd／Cに50mlのメタ
ノールを加え，　3．Og（13．4mmol）の7を加えて溶解
したQこの溶液を水素ガス雰囲気下で麗拝し，約2時
間接触水素還元を行なった。その後，　Pd／Cをろ過
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して除き，減圧下メタノールを留肥した。得られたオ
イル二物に50mlのメタノール，0．2009（3．23mmol）
のホウ酸，2．25g（14．Ommol）のアロキサン・1水和
物を加えて，メタノール還流温度で2時間掩搾した。
その後，反応液を放冷して析出した結晶をろ過し，メ
タノールで流罪した。収率44．9％，mp＞300。CQ
2．4．3の合成
　0．700g（2．34mmol）の8に3．23g（23．4mmol）のヨ
ウ化メチルを加え，80。C付近で8時間掩搾した。そ
の後，反応液を減圧濃縮して大部分のDMFを除
き，100mlの水中へ注いだ。析出した結晶をろ過し
て，さらに酢酸一エタノールで再結晶した。収率50．5
％，　mp　296～7。C。　IR　（KBr）　3340，　2960，
2900，　1710，1635，　1620cm－1。元素分析：理論値
（C15H15N503）C，57．50；H，4．83；N，22．35％o
測定値：C，57．13；H：，4．83；N，22．29％0
2．5．2の合成
　0．500g（1．60mmol）の3に10m1の濃塩酸を加えて
加熱し，還流温度で2時間半掩搾した。その後，反応
液に少量の水を加えて冷却し，析出した結晶をろ過し
て水洗した。収率73．1％，mp　282～284。C（decomp）o
IR（KBr）3630～3010，1715，1630cm『1。元素分析：
理論値（C13H14N502　C1（H20）0．385）C，50．gO；H，
4．15；N，22．76％。測定値：：C，49．78；H，4．66；
N，22．26％。
2．6．N一（2一ヒドロキシベソジル）一2一ニトロアニリ
ン（1Dの合成
　9，10の合成は文献6’7）に従って行なった。10mlの
ジオキサンに1．50g（0．0120mo1）の10を懸濁させ，
θ一ニトロフルオロベソゼン1．41g（0．0100mol）を滴
下した。その後，加熱して80。Cで1時間掩回した。
2．80g（20mmol）のトリエチルアミンを加え，さらに
10時間掩搾した。これを30m1の水にあけ，濃塩酸で
pH　4に調整したのち，リグロインで原料を除去し，
析出した結晶を酢酸で再結晶した。収率39．7％，mp
128～129．50Co
2．7．4の合成
　少量の水に湿らせた0．0159のPd／Cに15mlのメ
タノール，0．300g（0．00123mol）のN一メチルアロキ
サン8’9）を溶解したのち，先の酢酸溶液を1徐々『忙加
え，室温付近で掩拝した。30分後，反応を終了し，析
出した結晶を吸引ろ過し，クロロホルム，次いでメタ
ノールで洗浄した。収率48．6％，mp　249～250。C。
IR（KBr）3340，1705，1650，1550，1360cm％元
素分析：理論値（Ci8H1403N4（H20）。．g。3）C，61．66；
H，4．56；N，15．98％。測定値：C，61．64；H，4．40；
N，15．98％Q
2．8．5の合成
　15mlのDMFに0．3009（0．000897mol）の4，1．249
（0．0117mo1）の炭酸ナトリウム，0，560ml（0．00897
mol）のヨウ化メチルを加えて，5日間15～20。Cで掩
拝した。200m1の水に反応液を注ぎ，析出した結晶を
ろ過し，大型TLC（展開剤クロロホルム：メタノー
ル＝30：1）でRfO．56～65にスポートを示す黄色部
分を分取した。その後，　メタノールで目的物を抽出
し，室温でメタノールを減圧留去したあと，残渣をク
ロロホルムに溶解して不溶物をろ別した。溶媒クロロ
ホルムを常温で減圧留去し，残渣をメタノールから再
結晶したQ収率17．9％，mp　271．5～272．5％o　IR
（KIBr）　3115，　3080，2950，　2840，1705，　1660，
1590，1495，1280，1025cm－1。　元素分析：理論値
（ClgH16N403）C，65．51；H，4．63；N，16．08％。
測定値：C，65．10；H：，4．71；N，16．24％Q
3．動力学測定
　フラビソ誘導体2～5と基質2一メルカプトエタノー
ル，1，4一ブタソジチオールおよび亜硫酸カリウムとの
反応は300C，窒素下，基質過剰の下で各々のフラビ
ソ誘導体の吸収極大（λ糀・のの減少を追跡すること
によって評価した。また1一ベソジルー1，4一ジヒドロ
ニコチンアミド（BNAH），1一ベソジルー3一カーパモ
イルー1，4一ジヒドロキノリソ（BCQH）との反応で水
系においては30。C，好気下でフラビソ誘導体がリサ
イクルできる条件下で，NADH：モデル化合物の
λ肌α⑳の減少を追跡した。また有機溶媒（アセトニト
リル，メタノール）系においては，30。C窒素下，基
質過剰の下でフラビソ誘導体2－4のλm硫の減少を
追跡することによって評価した。詳細は前報ですでに
述べた。10・11）
4．結果および考察
4．ユ．2の基質特異性についての検討
　N（1）水素結合型フラビソモデル2と各基質との反応
の反応速度定数を求め参照化合物3と比較した。その
結果も表1に示す。フラビソ化合物と反応する基質の
うち，NADHモデル化合物であるBNAHとBCQH
および亜硫酸カリウムはフラビソのN（5）位で反応す
る12’13）。一方，2一メルカプトエタノールと1，4一ブタ
ソジチオ・一ルはC（4a）位で反応するため，14）N（1）水
素結合型フラビンのモデル化合物である2において，
期待通りN（5）位が特異的に活性化されていれば，
BNAH：，　BCQHおよび亜硫酸カリウムとの反応にお
いて参照化合物3より大きい速度定数を与えるものと
期待される。表1をみると，各基質間で2と3の反応
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速度の差がほとんどないQN（1）水素結合型フラビソ
と基質との反応において，N（5）位が位置特異的に活
性化される原因には，N（1）位への一般酸触媒作用が
考えられる。しかし，pH7，42の条件下では，　pK。＝
6．2のN（1）水素をもつフラピソの還元体は，この作用
を殆んどうけないために，表1のような位置特異的な
活性化がみられなかったものと考えられる。
　そこでフラビソのN（5）位に対して水素移動すると
されているNADHモデルとの反応について，反応
速度のpH依存性を検討した。その結果を図1に示
す。図1をみると，3はあまりpH依存性を示さなか
ったのに対し，2はpHの低い領域で反応速度が速く，
pH：が次第に高くなるにつれて反応速度が減少すると
いう比較的大きなpH依存性を示した。これは一般
酸触媒作用をうけやすい低pH領域では，2は分子内
心触媒作用をうけるためにアミノ基のプロトン化と共
に急激：に速度が上昇したものと思われる。しかし，ア
ンモニウム基のカチオ’ソ電荷が静電的にN（1）上に生
じるアニオン電荷を安定化しているという説明も可能
性が残されている。
4．2．4の基質特異性についての検討
　もう一つのN（1）水素結合型モデルである4は2の
ように電荷をもたないため，分子内水素結合による酸
触媒作用のみを評価できる。そこで，フラビンのN（5）
位が関与するBNAH：および亜硫酸カリウムとの反
応について4とその参照化合物である5を比較した。
その結果を表2に示す。
．表2をみると4は5に比べBNAH：との反応では
わずかに加速しているのに対して，同じフラピソの
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Figure　1．　Plots　of　k2　vs．　pH．30。C．0．025
　　　　　Mbuffer，　E2］・＝4．89×10－5M，　E3コ
　　　　　＝4．84×10一5M，　EBCQHコ＝1．01×
　　　　　10『4M．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や　　　　　　　　lH・CH斉醐・C1
＿＿汗（x；）鄭・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や　　　ロlH・C腎NH3 C1
　　　　　　　　　…　；〕〔簿
Table　1．　Rate　constants　for　2　and　3a）’
Substrate Conditions
Rate　constant んfor　2
2 3 んfor　3
BNAH
BCQH
HS（CH2）20H
HS（CH2）4　SH
K2SO3
b）
c）
d）
e）
f）
ん2（M－1s胸1）
ん2（M“1s営1）
々3（M－2s輸1）
々2（M騨1s噂ユ）
ん2（M－1s－1）
61．3
1．72
0．0298
0．0147
0．19
38．6
0．815
0．0115
0．0103
0．0715
1．59
2．11・
2．59
1．43
1。66
a）
b）
c）
d）
e）
f）
30。C，〔flavin〕＝5．00×10－5　M，　pH　7．42　with　O．10　M　phosphate，
02，357nm，〔BNAH：〕＝5。00×10－5　M．
02，346nm，〔BCQH〕＝5．00×10－5　M．
N2，423　nm　for　2　and　437　nm　for　3，〔2－mercaptoethanol〕＝0．100　M．
N2，420　nm　for　2　and　437　nm　tor　3，〔1，4－butanedithiol〕＝0．050　M，
30vol％ethanol．
02，434nm　for　2　and　441　nm　for　3，〔K2SO3〕＝0．100　M．
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Table　2．　Rate　constants　for　4　and　5
Substrate Solvent
々2（M鱒1s燭1） 々for　4
4 5 々for　5
BNAHa）
Na2SO3b）
Na2SO3b）
water
water
80％MeOH
0．732
0．120
0．173
0．216
0．142
0．264
3．39
0．85
0．66
a）〔4〕＝5．01×1『5M，〔5〕＝5．05×10－5　M，〔BNAH〕＝1．00×10－4　M．
b）〔4〕＝5．01×10－5M，〔5〕＝5．05×10－5　M，〔Na2SO3〕＝・0．050　M．
N（5）位で反応する基質である亜硫酸ナトリウムの反応
では逆に減速した。分子内でN（1）水素結合を形成す
ることによってN（5）位が活性化されているのであれ
ばBNAHおよび亜硫酸塩のいずれの系においても
その反応速度は4＞5となると考えられる。　ところが
1基質によって大小関係は変化しており水素結合と基質
特異性について統一的に説明することは，現在のモデ
ル化合物の反応性からは困難であった。
5．結　　論
　N（1）水素結合に由来するフラビソの位置特異的な活
性化によってN（5）位が関与する基質との反応に加速
効果がおこるというMasseyとHemmerichらの仮
説3）を立証できる有力な証拠は本系からは得られなか
った。これはN（5）水素結合型のフラビソで明らかな
効果が出現した4）のとは対照的である。おそらく，1
においては水素結合が固定化されてエントロピー的に
有利であるのに対し，2および4は自由度が多く，水
素結合の寄与が依然小さいと考えられる。さらに．フ
ラビンの還元体のN（1）のP1ζ。が低いために，この
：N（1）水素結合型はN（5）水素結合型に比べそのモデル
系での検討が難しいことが明らかになった。　この系
におけるN（5）の特異的活性化を立証するためには，
N（1）に対してプロトン酸をより近傍に固定したモデル
化合物とこの効果の現れやすい非極性雰囲気下での反
応が必要であると考えられる。
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